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Samenvatting 
Dikkedarmkanker (colorectaal carcinoom, CRC) is een belangrijk gezondheidsprobleem 
met een hoge incidentie en mortaliteit. Tijdens de carcinogenese van dikkedarmkanker 
stapelen meerdere (epi)genetische veranderingen zich op die het gedrag van strak ge-
reguleerde normale cellen verandert zodat deze kankercellen worden. Dikkedarmkanker 
ontwikkelt zich uit een goed gedefinieerde voorloper lesie, de adenoom. Adenomen ko-
men veel voor in de populatie, maar worden meestal niet kwaadaardig. Hoewel verschil-
lende veranderingen die bijdragen aan het ontstaan van dikkedarmkanker bekend zijn, 
is er ook nog veel onbekend over de veranderingen die de progressie van adenomen 
naar carcinomen stimuleren. Chromosomale instabiliteit (gekenmerkt door grove chro-
mosomale veranderingen, zoals vermeerdering - gain -  of verlies - loss - van het aantal 
kopieën van delen van chromosomen) draagt bij aan het opstapelen van genetische ve-
randeringen. Extra kopieën (gain) van de lange arm van chromosoom 20 (20q) komt veel 
voor in dikkedarmkanker, maar nauwelijks in adenomen, en is sterk geassocieerd met de 
progressie van adenomen naar carcinomen. Vooralsnog is het niet bekend welke genen 
op chromosoom 20q de drijvende kracht zijn achter deze gain en hoe deze genen carci-
nogenese stimuleren.
Het doel van dit proefschrift was daarom om de processen te identificeren die bijdragen 
aan de progressie van colorectale adenomen naar carcinomen en om de genen op chro-
mosoom 20q te identificeren die 20q-geassocieerde progressie stimuleren.
In hoofdstuk 1 wordt achtergrondinformatie gegeven over dikkedarmkanker, biologische 
en metabole processen die een rol spelen bij carcinogenese in het algemeen, de ontwik-
keling van normaal darmweefsel en dikkedarmkanker en de relatie tussen chromosoom 
20q en dikkedarmkanker.
Hoofdstuk 2 beschrijft een expressie microarray studie van 37 adenomen en 31 carci-
nomen die op verschillende manieren is geanalyseerd om de biologie achter de pro-
gressie van adenomen naar carcinomen te ontrafelen. Door de expressie van individuele 
genen met elkaar te vergelijken zijn 96 genen geïdentificeerd die significant verhoogd tot 
expressie kwamen (o.a. SPON2, RGS16 en AURKA) en 152 genen die significant lager tot 
expressie kwamen (o.a. FAM55D en PRKACB) in carcinomen ten opzichte van adenomen. 
Genensets die geassocieerd zijn met veroudering (waarvan senescentie een cellulaire 
eigenschap is; verhoogd), mitose en mitose-gerelateerde processen zoals chromosoom-
binding en -segregatie (processen die bijdragen aan het behoud van chromosomale sta-
biliteit, allemaal verhoogd), vetzuurmetabolism (verlaagd), chromosoomlocatie 4q22 
(verlaagd), 20q11 (verhoogd) en 20q13 (verhoogd) kwamen significant verschillend tot 
expressie in carcinomen ten opzichte van adenomen. Deze resultaten ondersteunen het 
besef dat adenomen en carcinomen aparte lesies zijn; adenomen lijken belangrijke ken-
merken te missen die nodig zijn voor kwaadaardig gedrag.
In hoofdstuk 3 wordt een selectie van genensets die representatief zijn voor biologische 
processen, waarvan wordt verondersteld dat ze essentieel zijn voor kankerontwikkeling 
en / of progressie (beschreven door Hanahan & Weinberg als ‘Hallmarks of cancer’), 
vergeleken tussen colorectale adenomen en carcinomen. Dit werd gedaan met het path-
way analyse programma Gene Set Enrichment Analysis op de dataset die ook gebruikt 









sen was beïnvloed tijdens de progressie van colorectale adenomen naar carcinomen en 
belangrijke genen in deze processen werden geïdentificeerd. Genensets voor chromo-
somale instabiliteit, proliferatie, differentiatie, invasie, stroma-activatie en angiogenese 
kwamen significant verschillend tot expressie in carcinomen ten opzichte van adenomen. 
Geen verschil in expressie werd gevonden voor de genensets voor apoptose, celcyclus, 
hypoxie, tumorgeassocieerde macrofagen, immuunresponse en metastase. Daarna-
ast werden in de significante genensets 18 belangrijke genen geïdentificeerd met een 
significant verhoogd genexpressieniveau (bijvoorbeeld AURKA en PDGFRB; voor deze 
genen werd verhoogde expressie ook aangetoond op eiwitniveau). Deze genen kunnen 
dienen als tumormarkers om de moleculaire typering van dikkedarmtumoren te ver-
beteren (bijvoorbeeld voor de identificatie van adenomen die een hoog risico hebben 
om kwaadaardig te worden). De identificatie van differentieel tot expressie komende 
processen en genen heeft bijgedragen aan een beter begrip van de biologie achter de 
progressie van adenomen naar carcinomen en laat zien dat adenomen en carcinomen 
aparte lesies zijn met verschillen in de activiteit van biologische processen en verschil-
lende moleculaire veranderingen.
 Chromosomale instabiliteit is één van de processen waarvan de activiteit significant ver-
hoogd is in colorectale carcinomen ten opzichte van adenomen. Chromosomale insta-
biele tumoren vertonen gain en loss van chromosomale gebieden. Gain van chromosoom 
20q komt veel voor en omvat meestal een groot deel van de q-arm van chromosoom 20. 
Dit suggereert dat meerdere genen op de 20q arm bijdragen aan 20q-geassocieerde pro-
gressie van colorectale adenomen naar carcinomen. Van genen die functionele effecten 
vertonen en waarvan de mRNA en eiwitexpressie correleert met gain van chromosoom 
20q wordt aangenomen dat ze bijdragen aan 20q-geassocieerde adenoom naar carci-
noom progressie.
In hoofdstuk 4 wordt daarom de rol van kandidaat-genen op chromosoom 20q die mo-
gelijk 20q-geassocieerde progressie van colorectale adenomen naar carcinomen stim-
uleren onderzocht op kankergerelateerde processen (de levensvatbaarheid van cellen, 
groei zonder hechting en invasie). Remming van de expressie van meerdere genen beïn-
vloedde de levensvatbaarheid van cellen (AURKA, TPX2, SLC17A9, RBM39, TCFL5, CSE1L 
en PRPF6) en tumorcelgroei zonder hechting (AURKA, TPX2, HM13, CSE1L en DIDO1). 
Daarnaast hebben AURKA en TPX2 ook effect op de invasie van darmtumorcellen. mRNA- 
en eiwitexpressie van AURKA en TPX2 correleerden met de DNA status van 20q. Zowel 
AURKA als TPX2 werden daarom geclassificeerd als belangrijke genen in het stimuleren 
van 20q-geassocieerde adenoom naar carcinoom progressie. Deze genen liggen op ver-
schillende gebieden van chromosoom 20q. Dit ondersteunt de veronderstelling dat gain 
van chromosoom 20q leidt tot de activatie van meerdere genen die de progressie van 
adenomen naar carcinomen stimuleren.
In hoofdstuk 5 wordt de rol van BCL2L1 in de carcinogenese van dikkedarmkanker verder 
onderzocht. In de literatuur worden carcinogene eigenschappen toegeschreven aan dit 
gen. Omdat de DNA status niet correleerde met de mRNA-expressie van BCL2L1 werd 
BCL2L1 desondanks niet gezien als kandidaat-gen voor 20q-geassocieerde progressie 
van colorectale adenomen naar carcinomen. Niettemin suggereren resultaten uit hoofd-
stuk 4 dat het carcinogene effect van BCL2L1 verder gaat dan zijn rol in apoptose. BCL2L1 
beïnvloedde inderdaad meerdere kankergerelateerde processen; remming van BCL2L1 
expressie leidde tot verminderde levensvatbaarheid van darmkankercellen en vermin-
derde tumorcelgroei zonder hechting. BCL2L1 had echter geen effect op invasie. Het 
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aantal DNA kopieën van het BCL2L1 gen en BCL2L1 eiwitexpressie was verhoogd in carci-
nomen vergeleken met adenomen, maar de verschillen in eiwitexpressie waren nog uit-
gesprokener wanneer tumoren met en zonder 20q gain werden vergeleken. Er was ech-
ter geen verschil in mRNA-expressie tussen adenomen en carcinomen. Daarnaast was 
er ook geen correlatie tussen het aantal DNA kopieën van het BCL2L1 gen met eiwitex-
pressie. De gevonden 20q-geassocieerde BCL2L1 eiwitexpressie wordt daarom mogelijk 
gereguleerd op post-transcriptioneel niveau door een andere factor op 20q (bijvoor-
beeld ZNF217, AURKA of miRNAs). Zodoende is het niet aannemelijk dat BCL2L1 zelf 
chromosoom 20q-geassocieerde adenoom naar carcinoom progressie stimuleert. 
Van de andere genen die functionele effecten lieten zien op kankergerelateerde proces-
sen waren antilichamen beschikbaar voor CSE1L, DIDO1 en RBM39. Om te onderzoeken 
of deze genen 20q-geassocieerde progressie van adenomen naar carcinomen kunnen 
stimuleren werd in hoofdstuk 6 de verschillen in mRNA en eiwitniveau geanalyseerd 
tussen adenomen en carcinomen in relatie tot 20q. CSE1L eiwitexpressie was verhoogd 
in carcinomen ten opzichte van adenomen, maar niet in tumoren met 20q gain. Het is 
daarom niet aannemelijk dat CSE1L 20q gain stimuleert. mRNA-expressieniveaus van 
DIDO1 en RBM39 wijzen op een associatie van de expressie van deze genen met 20q 
gain. Helaas kon dit niet worden bevestigd op eiwitniveau, omdat de meeste tumoren 
sterke eiwitexpressie vertoonden.
Om de medische praktijk te verbeteren is het belangrijk om de biologie van de progressie 
van colorectale adenomen naar carcinomen te begrijpen. Uiteraard kan de incidentie en 
mortaliteit van dikkedarmkanker worden verminderd door alle adenomen op te sporen 
en te verwijderen. Dit leidt echter tot overbehandeling van veel patiënten. In hoofd-
stuk 7 wordt het belang beschreven van de identificatie van de subgroep van adenomen 
(ongeveer 5% van alle adenomen) die een hoog risico hebben om kwaadaardig te onta-
arden. Klassieke morfologische kenmerken kunnen geen goed onderscheid maken tus-
sen adenomen die wel of niet kwaardaardig zullen ontaarden. Inzicht in de biologische 
en metabole processen die verschillend tot expressie komen tussen adenomen en car-
cinomen en de genen die daarbij betrokken zijn, wordt verwacht bij te kunnen dragen 
aan de stratificatie van adenomen. Deze kennis kan helpen bij het ontwikkelen van triage 
testen die individuen identificeren die waarschijnlijk dikkedarmadenomen hebben met 
een hoog risico op progressie. Deze testen kunnen worden gebruikt in een populati-
escreening waarbij colonoscopie alleen wordt toegepast bij patiënten met hoog-risico 
adenomen.
Ontwikkeling van dikkedarmkanker: een verfijnd model
Op basis van de huidige literatuur en de resultaten van recente experimenten en analy-
ses die worden beschreven in dit proefschrift en die hierboven zijn samengevat, heb-
ben we een verfijnd model voor de ontwikkeling en progressie van dikkedarmkanker 
ontwikkeld (Figuur 1). Dit model beschrijft kankergerelateerde en metabole processen 
die bijdragen aan verschillende stadia in de ontwikkeling van dikkedarmkanker en de 









Figuur 1 Dikkedarmkanker ontwikkelings- en progressiemodel. Dit model beschrijft kankerger-
elateerde en metabole processen die bijdragen aan de ontwikkeling van adenomen uit normaal 
colon mucosa en de progressie van adenomen naar carcinomen. Genetische veranderingen die 
bijdragen aan de veranderde activiteit van deze processen zijn aangegeven. Genen die gelegen 
zijn op chromosoom arm 20q zijn onderstreept. 
De ontwikkeling van dikkedarmkanker uit normaal colon epitheel wordt geïnitieerd door een 
verstoring van de normale weefsel homeostasis, een proces waarin Wnt, BMP/TGF-β en Notch 
signaleringsroutes een belangrijke rol spelen. De balans tussen proliferatie, differentiatie en 
apoptose wordt verstoord door continue activatie van de Wnt signaleringsroute. Wnt signaler-
ing wordt voornamelijk geactiveerd door inactivatie van het APC tumor supressor gen en in 
sommige gevallen door activatie van β-catenin. Overexpressie van miR-135, dat de expressie 
van APC remt, kan ook bijdragen aan activatie van Wnt signalering. Hierdoor ontstaat een klein 
adenoom dat extra genetische veranderingen nodig heeft om te groeien; mutaties in KRAS 
stimuleren bijvoorbeeld de groei van adenomen. De groeiende celmassa wordt hypoxisch. Hy-
poxie en de hoge proliferatiesnelheid van adenoomcellen zorgt voor een verschuiving in het 
metabolisme richting glycolyse. Daarnaast wordt oxidatieve fosforylering geremd en neemt 
pyruvaat metabolisme toe (wat blijkt uit verhoogde LDHA expressie). Deze metabole verand-
eringen garanderen de productie van energie en macromoleculen die nodig zijn voor snelde-
lende cellen. In het genoom van de adenoom cellen stapelen ondertussen de veranderingen 
op; mutaties en veranderingen in het aantal DNA-kopieën kunnen worden gedetecteerd. Deze 
continu delende cellen worden beperkt door senescentie, een proces dat de cellen in een staat 
van een irreversibele groeistop brengt. Het overbruggen van senescentie vraagt om stabilisatie 
van telomeren - voornamelijk door activatie van hTERT -, een defecte DNA damage response en 
veranderingen in signaleringsroutes. De minderheid van cellen die er in slagen de senescentie 
barrière te doorbreken kunnen meerdere genetische veranderingen gaan opstapelen die nodig 
zijn om verdere carcinogenese te stimuleren, bijvoorbeeld progressie van adenomen naar car-
cinomen. Inactivatie van p53 kan bijdragen aan het overbruggen van senescentie en lijkt een 
rol te spelen in het kwaadaardig ontaarden van adenomen. Het merendeel van de adenomen 
groeit niet uit naar een carcinoom, progressie vindt plaats in ongeveer 5% van de adenomen. 
Genomische instabiliteit leidt tot een opeenstapeling van genetische veranderingen en speelt 
daarom een belangrijke rol in de progressie van adenomen. Twee belangrijke routes van geno-
mische instabiliteit dragen bij aan adenoom naar carcinoom progressie: microsatelliet instabi-
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liteit (15% van de gevallen) en chromosomale instabiliteit (85% van de gevallen). Chromosom-
ale instabiele carcinomen worden gekenmerkt door meerdere chromosomale veranderingen 
en omvat vaak gain van de chromosoom gebieden 8q, 13q en 20q en loss van de chromosoom 
gebieden 4q, 8p, 17p en 18q. Loss van chromosoom arm 18q en met name gain van chromo-
soom arm 20q zijn geassocieerd met de progressie van adenomen naar carcinomen. Genen 
die gelegen zijn op chromosoom 20q dragen in het bijzonder bij aan de verhoogde snelheid 
van chromosomale instabiliteit, bijvoorbeeld AURKA, C20orf24 en TPX2. Tijdens de progressie 
naar carcinomen wordt de activiteit van meerdere kankergerelateerde processen verstoord. 
Vergeleken met adenomen vertonen carcinomen verhoogde proliferatie en verdere deregulatie 
van differentiatie. Overexpressie van PLK1, CCNF, miR-17-92 en miR-21 en verminderde expres-
sie van miR-143 en miR-145 dragen bij aan de verhoogde proliferatie. De op chromosoom 20q 
gelegen genen AURKA, TPX2, SLC17A9, RBM39, TCFL5, CSE1L, PRPF6 en BCL2L1 beïnvloeden 
de levensvatbaarheid van cellen. Genen die bijdragen aan de deregulatie van differentiatie zijn 
ADRM1, gelegen op chromosoom 20q, en NUDT1. Belangrijke genen die invasie stimuleren, het 
proces dat bij definitie het onderscheid maakt tussen adenomen en carcinomen, zijn SPARC, 
DCN en PDGFRB. Adenoom naar carcinoom progressie omvat ook de activatie van stroma en 
angiogenese. Verschillende genen dragen bij aan de activatie van stroma, o.a. SSSCA1, ID3 en 
LUM. Op metaboolniveau is vetzuurmetabolisme verminderd in carcinomen. De genen die hi-
eraan bijdragen - ADH1C, HADHB en ACADSB – zijn met name betrokken bij de β-oxidatie van 
vetzuren. β-oxidatie van vetzuren draagt bij aan de productie van energie en door verminderde 
β-oxidatie kunnen delende cellen vetzuren gebruiken voor membraansynthese en de modifi-
catie van membraaneiwitten. Groeifactorsignaleringsroutes, zoals de phosphatidylinositol 3-ki-
nase (PI3K) route die ook gedereguleerd is tijdens adenoom naar carcinoom progressie, rem-
men daarom de β-oxidatie van vetzuren om de synthese van vetten te maximaliseren
Toekomstperspectieven
Ondanks het verbeterde begrip van de carcinogenese van dikkedarmkanker is het model 
voor de ontwikkeling en progressie van dikkedarmkanker nog lang niet compleet. Belan-
grijke vooruitgang is geboekt wat betreft de genen op chromosoom 20q die bijdragen 
aan de progressie van dikkedarmkanker. In dit proefschrift is het effect van de remming 
van de expressie van 20q genen met behulp van siRNAs onderzocht op verschillende 
kankerprocessen; de levensvatbaarheid van cellen, groei van cellen zonder hechtingen 
en invasie. Het zou ook interessant zijn om het effect van de kandidaat-genen te onder-
zoeken op andere kankerprocessen die betrokken zijn bij de progressie naar dikkedar-
mkanker, zoals de processen die met behulp van pathway analyse zijn geïdentificeerd 
als processen die verschillend tot expressie komen tussen adenomen en carcinomen 
(senescentie, proliferatie, apoptose, differentiatie, chromosomale instabiliteit en angio-
genese). Verder kan het effect van deze genen op de ontwikkeling van dikkedarmkanker 
metastasen worden onderzocht. De verkregen resultaten moeten bovendien worden 
bevestigd voordat de conclusie getrokken kan worden dat deze genen echt de drijvende 
kracht zijn achter de progressie van dikkedarmadenomen naar -carcinomen. Om dit echt 
te bewijzen moeten het tot overexpressie brengen van deze genen in goedaardige ad-
enoomcellen leiden tot transformatie naar een kwaadaardige cel. Deze bewering is ge-
makkelijk te maken, maar heel moeilijk om in de praktijk te onderzoeken. Adenoomcel-
len zijn namelijk erg moeilijk om te kweken en alleen sporadisch wordt in de literatuur 
melding gemaakt van succes op dit gebied. 
Omdat 20q gain in het algemeen de hele chromosoomarm betreft is de hypothese dat 
meerdere genen op de 20q arm bijdragen aan adenoom naar carcinoom progressie. Dit 
proefschrift laat zien dat meerdere 20q genen kankerprocessen beïnvloeden op een 20q 









genen moeten gezamenlijk geamplificeerd zijn om het carcinogene fenotype te verkrij-
gen) kankerprocessen beïnvloeden moet nog worden onderzocht. Door de expressie van 
20q genen te remmen wordt verwacht dat zowel genen die individueel als synergistisch 
kankerprocessen beïnvloeden kunnen worden geïdentificeerd. Overexpressie studies 
(bijvoorbeeld met behulp van Microcell Mediated Chromosome Transfer - MMCT -, hu-
mane chromosoom fragmenten of humane artificiële chromosomen - HACs - ) kunnen 
verder uitwijzen of er sprake is van synergie tussen kandidaat-genen op 20q in de carci-
nogenese van dikkedarmkanker.
Daarnaast kunnen nieuwe technieken helpen bij de identificatie van andere relevante 
genen (inclusief miRNAs en gen transcripten) die mogelijk bijdragen aan adenoom naar 
carcinoom progressie. Alternatieve splicing en alternatieve polyadenylering zijn belan-
grijke regulatoire mechanismen voor genexpressie. Genoom-brede analyses naar alter-
natieve splicing en alternatieve polyadenylering kan belangrijke informatie opleveren 
over de specifieke gentranscripten die mogelijk bijdragen aan (20q gain geassocieerd) 
adenoom naar carcinoom progressie. Massively parallel sequencing (MPS) kan worden 
gebruikt om genetische veranderingen zoals mutaties, verandering in het aantal DNA 
kopieën en miRNA profielen op te sporen. Identificatie van genmutaties door MPS kan 
aanwijzingen geven over 20q kandidaat genen die zouden kunnen bijdragen aan ad-
enoom naar carcinoom progressie. Daarnaast kan de expressie van miRNAs door 20q 
gain worden beïnvloed wat kan bijdragen aan adenoom naar carcinoom progressie. MPS 
kan ook worden gebruikt om kandidaat-genen (inclusief miRNAs) te identificeren voor 
andere relevante chromosomale gebieden waarvan vaak extra kopieën aanwezig zijn in 
dikkedarmkanker zoals 8q en 13q.
Het ontrafelen van de biologie achter adenoom naar carcinoom progressie is erg relevant 
vanuit klinisch perspectief. Begrip van dikkedarm-carcinogenese kan bijdragen aan de 
ontwikkeling van een specifieke moleculaire screeningstest en de identificatie van thera-
peutische targets. Om dikkedarmkanker in een vroeg stadium op te sporen zal in Ned-
erland in 2013 worden begonnen met het bevolkingsonderzoek naar dikkedarmkanker 
met behulp van FIT (Feces Immunochemische Test). FIT kan hemoglobine detecteren, 
een bloedeiwit dat wordt afgegeven aan de ontlasting bijvoorbeeld door een bloede-
nde dikkedarmkanker. Individuen met een positieve test worden doorverwezen voor 
colonoscopie. Helaas is de specificiteit en sensitiviteit van de FIT suboptimaal. Genen 
waarvan we in dit proefschrift laten zien dat ze een rol spelen in de progressie van ad-
enomen naar carcinomen kunnen van waarde zijn in een moleculaire screeningstest met 
een uitstekende positieve en negatieve voorspellende waarde voor dikkedarmkanker en 
hoog-risico adenomen. Een dergelijke test zal helpen om colonoscopie alleen toe te pas-
sen om individuen met dikkedarmkanker te diagnosticeren en hoog-risico adenomen te 
verwijderen. Hiermee kan overbehandeling van veel patiënten worden voorkomen.
Daarnaast zijn genen die carcinogene effecten hebben wanneer ze geamplificeerd zijn 
interessant als therapeutisch target. AURKA, geïdentificeerd in dit proefschrift als één 
van de belangrijke genen op chromosoom 20q, wordt onderzocht als therapeutisch tar-
get. Recentelijk is TPX2, naast AURKA geïdentificeerd in dit proefschrift als het andere 
belangrijke gen op chromosoom 20q, ook onder de aandacht gekomen als therapeu-
tisch target. Remming van de expressie van AURKA en TPX2 kan toegevoegde waarde 
hebben wanneer het wordt gecombineerd met andere medicijnen. BCL2L1, een gen 
dat apoptose reguleert en bijdraagt aan verschillende kankergerelateerde processen en 
waarvan bovendien de eiwitexpressie op een 20q-afhankelijke manier lijkt te worden 
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gereguleerd, is een ander interessant therapeutisch target. Overexpressie van de anti-
apoptotische Bcl-xL isoform van BCL2L1 is een belangrijke oorzaak voor resistentie tegen 
chemotherapie. Resistentie kan worden verminderd door remming van Bcl-xL. Remmers 
van Bcl-xL hebben pro-apoptotische en anti-carcinogene effecten. Daarnaast kunnen ze 
worden gecombineerd met andere chemotherapeutica.
Concluderend hebben de resultaten die beschreven zijn in dit proefschrift bijgedragen 
aan een verbeterd begrip wat betreft de moleculaire biologie van de progressie van dik-
kedarmadenomen naar -carcinomen. Deze kennis heeft de potentie om de klinische 
praktijk op meerdere terreinen te verbeteren.
